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in  sub‐Saharan  Africa,  well  represented  in  the  fire‐prone  savanna  biome  and  with  a  striking 















The Acanthaceae  Juss.  (Lamiales)  are  amongst  the most  diverse  and  ecologically  important 
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habitats  ranging  from hyper‐arid desert  to  tropical  rainforest,  and  are  species‐poor only  in  low‐
nutrient environments such as on the deep Kalahari Sands of southern Africa and the fynbos of the 
Cape Floristic Region. In many parts of the continent, Acanthaceae form a dominant constituent of 
the  ground  flora  such  that  they  provide  important  ecosystem  services  and  are  of  economic 
importance as fodder for livestock and native herbivores [5–7]. Many species of Acanthaceae in sub‐
Saharan Africa  are  highly  range‐restricted  and  of  high  conservation  concern  [6,8–10]. However, 
despite  their obvious  importance, our understanding of  the diversity and evolutionary history of 
Acanthaceae is incomplete and many major taxonomic challenges persist [11–16]. 
One of  the most diverse and  frequently  encountered groups of Acanthaceae  in  sub‐Saharan 
Africa is the pantropical genus Justicia L., taken in a broad sense (i.e., Justicia s.l.) [17,18]. Although 
displaying a large range of morphological diversity, plants of Justicia s.l. are readily recognised by 
the  combination  of  a  bilabiate  corolla with  a  rugula  (i.e.,  a  stylar  furrow on  the  internal  corolla 
surface), an androecium of two fertile stamens, no staminodes, complex anthers, often with markedly 
offset thecae and/or with appendages, and 2–4 (–6) colporate pollen with pseudocolpi or with rows 
of  insulae  adjacent  to  the  apertures  [13,14]. However,  recent molecular  phylogenetic  studies  on 
Justicia  and  allied  genera—together  comprising  the  Justicioid  lineage—using  evidence  from  six 
molecular markers [13,14] have demonstrated that Justicia s.l. is grossly paraphyletic, with several 
major,  morphologically  distinct  lineages  embedded  within  it.  In  order  to  maintain  a  broadly 
circumscribed  Justicia  including morphologically  similar  taxa  such  as Anisotes Nees, Anisostachya 
Nees, Monechma Hochst and Rungia Nees, the entire Justicioid lineage would potentially have to be 
treated  as  a  single genus  [13]. This  is highly undesirable  as  it would  require  subsuming  several 
species‐rich genera that are easily separated morphologically, including Dicliptera Juss. and Hypoestes 
R. Br. The only plausible alternative, therefore, is to subdivide Justicia s.l. into a number of segregate 





species confined to continental Africa and Arabia, with  the exception of one species  (i.e., the  type 
species, M. bracteatum Hochst.)  that extends  to  India  (Figure 2). Species of Monechma combine  the 
characters of Justicia listed above with 2‐ (rarely 4‐) seeded capsules bearing compressed seeds with 
smooth surfaces [19–21]. However, Kiel et al. [13], upon sampling six species (seven accessions) of 
Monechma, found that this group  is not monophyletic and  instead separated  into two distinct and 
widely separated clades. Monechma Group I, which includes the type species, falls within the Core 
Harnieria clade  together with members of  Justicia sect. Harnieria  (Solms‐Laub.) Benth.  (Figure S1). 
Monechma Group  II,  for which only  two  species were  sampled  [13],  falls within  the Diclipterinae 
clade,  sister  to  core Diclipterinae: Kenyancanthus ndorensis  (Schweinf.)  I. Darbysh and C.A. Kiel + 
(Hypoestes + Dicliptera) (Figure S1). 
Attempts to reconcile this unexpected result with morphological evidence [13] suggested that, 





(sub)  sessile axillary  inflorescences, which can  together sometimes  form weakly defined  terminal 
spikes, but with the bracts largely undifferentiated from the leaves. In a subsequent study of Justicia 
sect.  Monechma  in  Angola  [22],  this  subdivision  was  expanded  upon  and  the  differences  in 
inflorescence form were used to place the majority of Angolan species within Group I. This included 
both  annual,  ruderal  species, M.  bracteatum  and M. monechmoides  (S. Moore) Hutch.,  as well  as 
perennial species of usually fire‐prone habitats, such as M. scabridum (S. Moore) C.B. Clarke and allies. 
That study treated these species within Justicia in view of the uncertainty over application of the name 
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Monechma  but  noted  that  species  of  Group  I  may  ultimately  revert  to  being  referred  to  under 
Monechma following more comprehensive molecular studies [22]. 
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Acanthaceae  family  that have diversified  independently  in  this  region: Barleria L.  (Barlerieae)  [7], 
Blepharis Juss. (Acantheae) [5] and Petalidium Nees (Ruellieae) [6], with both Barleria and Petalidium 
represented by over 25 spp.  in Namibia alone  [27]. The parallel radiation of species  in  these  four 
genera within  the  succulent biome  in  southwest Africa  is  remarkable,  and  together  result  in  the 
Acanthaceae  being  amongst  the  most  important  plant  families  in  the  region.  In  view  of  the 
exceptional ecological importance of these genera, it is essential that we have a strong understanding 
of the species diversity and evolutionary history of these groups. Taxonomic studies of the Namibian 
radiation  of Monechma  are  ongoing  as  part  of  the  Flora  of  Namibia  programme  [28];  however, 
phylogenetic investigation of the evolutionary history of the group has been lacking to date. 
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context  of  the  wider  classification  of  the  Justicioid  lineage  and  towards  understanding  the 
diversification of this ecologically  important lineage. A RADseq phylogenetic approach  is used  in 
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light  of  the  considerable  success  that  this  method  has  provided  in  resolving  phylogenetic 
relationships within other major  lineages of Acanthaceae,  including Petalidium  [6], Louteridium S. 
















relationships, we also  included 29 accessions spanning major clades of  the  Justicioid  lineage  [13]. 
Justicia  pseudorungia  Lindau  of  the  Rungia  clade  [13]  was  used  as  an  outgroup  for  rooting  our 
phylogenetic hypothesis. Leaf tissue for molecular analyses was sampled from either field‐collected 










before  digestion  and  library  construction.  Extracted DNA  underwent  double  restriction  enzyme 
digestion using EcoRI and MseI for 3 hours at 37 ℃ followed by 65 ℃ for 45 min. Illumina sequencing 
oligos together with in‐line, variable‐length barcodes were annealed to the EcoRI cut site and ligated 
onto  digested  fragments.  Illumina  oligos  were  similarly  annealed  to  the MseI  cutsite.  Barcoded 
ligation products were pooled and cleaned using a Qiagen gel extraction kit. We excised fragments 
from  the  gel  between  200700  bp  to  reduce  the  effects  of  dimer  and  to  provide  more  precise 
amplification of the targeted region. The gel‐purified ligations were amplified using the following 
PCR reaction: 8.6 L of water, 4 L of Phusion HF buffer, 0.5 L of each Illumina primer (10 M), 0.6 
L DMSO,  0.6 L DNTPs,  0.2 L Phusion. Fifteen  cycles of PCR were  conducted  to amplify  the 
cleaned, ligated products. The reaction was repeated once to ameliorate stochastic differences in PCR 
amplification. Agarose gels were used  to  assess  amplification  and  size of  the PCR products  and 
amplicon concentrations were evaluated using a Qubit fluorometer 2.0. The custom‐tagged products 
of  the PCR  reactions were pooled and sent  to  the University of Coloradoʹs Biofrontiers Next‐Gen 
Sequencing Facility  for quality control and  further size selection. BluePippin was used  to select a 
fragment  range between 200 and 500 bp  to  reduce  the  sequenced genome. Libraries  from  the 80 
samples were pooled to yield a final combined library that was submitted for 1  75 sequencing on 
an Illumina NextSeq v2 High Output Sequencer at Biofrontiers. 




Taxon  Source Specimen  Country  Latitude  Longitude 
Dicliptera maculata Nees subsp. usambarica 
(Lindau) I. Darbysh. 
Kiel et al. 157 (RSA)  Kenya  −0.1791  35.6317 
Dicliptera paniculata (Forssk.) I. Darbysh.  Kiel et al. 166 (RSA)  Kenya  −2.6910  38.1639 
Hypoestes forskaolii (Vahl) R. Br.  Kiel et al. 144 (RSA)  Kenya  −1.8087  37.5864 
Hypoestes triflora (Forssk.) Roem. & Schult.  Kiel et al. 151 (RSA)  Kenya  −0.7033  36.4346 
Justicia anagalloides (Nees) T. Anderson  Kiel et al. 174 (RSA)  Kenya  −3.4144  38.4262 
Justicia attenuifolia Vollesen  Golding et al. 8 (K)  Mozambique  −12.1739  37.5494 
Justicia cordata (Nees) T. Anderson  Kiel et al. 159 (RSA)  Kenya  −2.5514  37.8933 
Justicia cubangensis I. Darbysh. & Goyder  Goyder et al. 8068 (K)  Angola  −14.5897  16.9072 
Justicia eminii Lindau  Bidgood et al. 930 (K)  Tanzania  −7.9167  35.6000 
Justicia fanshawei Vollesen  Smith et al. 2010 (K)  Zambia  −9.8529  28.9441 
Justicia flava (Forssk.) Vahl  Kiel et al. 146 (RSA)  Kenya  −1.8082  37.5765 
Justicia heterocarpa T. Anderson  Kiel et al. 158 (RSA)  Kenya  −1.2745  36.8146 
Justicia kirkiana T. Anderson  Kiel et al. 177 (RSA)  Kenya  −3.8407  38.6681 
Justicia odora (Forssk.) Lam.  Tripp et al. 4073 (COLO)  Namibia  −17.6041  12.8872 




Justicia platysepala (S. Moore) P.G. Mey.  Tripp et al. 6907 (COLO)  Angola  −12.8929  13.4947 
Justicia platysepala (S. Moore) P.G. Mey.  Tripp et al. 6919 (COLO)  Angola  −14.9700  12.9040 
Justicia pseudorungia Lindau  Kiel et al. 185 (RSA)  Kenya  −3.2222  40.1218 
Justicia sp. B. of Flora Zambesiaca  Bester 11112 (K)  Mozambique  −18.5622  34.8731 
Justicia striata (Klotzsch) Bullock  Kiel et al. 145 (RSA)  Kenya  −1.8082  37.5765 
Justicia tetrasperma Hedrén  Kahurananga et al. 2582 (K)  Tanzania  −6.1994  30.3536 
Justicia tricostata Vollesen  Bidgood et al. 5606 (K)  Tanzania  −8.4500  31.4833 
Justicia tricostata Vollesen  Gillis 11441 (RSA)  Zambia  −15.5470  28.2472 
Justicia unyorensis S. Moore  Kiel et al. 163 (RSA)  Kenya  −2.5514  37.8933 
Justicia vagabunda Benoist  Tripp et al. 1544 (RSA)  China  21.9449  101.2735 
Kenyacanthus ndorensis (Schweinf.) I. 
Darbysh. & C.A. Kiel 
Luke et al. 17084 (K)  Kenya  −0.1499  37.0238 
Monechma australe P.G. Mey.  Tripp et al. 2028 (RSA)  Namibia  −23.7117  17.2600 
Monechma bracteatum Hochst.  Kiel et al. 161 (RSA)  Kenya  −2.5514  37.8933 
Monechma bracteatum Hochst.  Friis et al. 13545 (K)  Ethiopia  11.5285  35.1075 
Monechma calcaratum Hochst.  Tripp and Dexter 2043 (RSA)  Namibia  −25.8755  17.7929 
Monechma ciliatum Hochst. ex Nees  Merklinger 2013‐9‐55 (K)  Senegal  15.3181  −16.7758 
Monechma cleomoides C.B. Clarke  Klaassen et al. 2530 (K)  Namibia  −21.2978  15.2803 
Monechma cleomoides C.B. Clarke  Tripp et al. 1995 (RSA)  Namibia  −17.8023  12.3261 
Monechma cleomoides C.B. Clarke  Tripp et al. 1960 (RSA)  Namibia  −19.8212  14.1870 
Monechma cleomoides C.B. Clarke  Tripp et al. 1999 (RSA)  Namibia  −17.5193  12.2674 
Monechma debile Nees  Friis et al. 10459 (K)  Ethiopia  13.8167  39.5500 
Monechma debile Nees  Kiel et al. 173 (RSA)  Kenya  −3.3496  38.4483 
Monechma depauperatum C.B. Clarke  Etuge 4446r (K)  Cameroon  5.0833  9.7167 
Monechma desertorum C.B. Clarke  Oliver et al. 6379 (K)  Namibia  −27.4028  17.3833 
Monechma distichotrichum P.G. Mey.  Tripp et al. 2067 (RSA)  Namibia  −28.0878  19.5131 
Monechma distichotrichum P.G. Mey.  Tripp et al. 2072 (RSA)  Namibia  −27.9074  17.6788 
Monechma divaricatum C.B. Clarke  Tripp and Dexter 808 (RSA)  Namibia  −18.7071  17.2921 
Monechma divaricatum C.B. Clarke  Tripp and Dexter 783 (RSA)  Namibia  −19.5546  17.7329 
Monechma divaricatum C.B. Clarke  McDade et al. 1275 (RSA)  South Africa  −22.8833  29.6667 
Monechma divaricatum C.B. Clarke  Tripp et al. 1970 (RSA)  Namibia  −19.6156  13.2550 
Monechma divaricatum C.B. Clarke  Tripp et al. 2023 (RSA)  Namibia  −23.3475  17.0788 
Monechma divaricatum C.B. Clarke  Tripp et al. 1961 (RSA)  Namibia  −19.8429  14.1279 
Monechma divaricatum C.B. Clarke  Tripp et al. 2029 (RSA)  Namibia  −23.7117  17.2600 








Monechma grandiflorum Schinz  Tripp and Dexter 2034 (RSA)  Namibia  −24.3024  17.8223 
Monechma incanum C.B. Clarke  Mott 1124 (K)  Botswana  −23.7656  22.8097 
Monechma incanum C.B. Clarke  Puff 780416‐2/2 (RSA)  South Africa  −27.9471  22.6925 
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Monechma leucoderme C.B. Clarke  Tripp and Dexter 2044 (RSA)  Namibia  −25.8755  17.7929 
Monechma leucoderme C.B. Clarke  Tripp et al. 2083 (RSA)  Namibia  −26.2326  16.5967 
Monechma mollissimum (Nees) P.G. Mey.  Balkwill et al. 11787 (RSA)  South Africa  −28.9489  18.2433 
Monechma mollissimum (Nees) P.G. Mey.  Tripp et al. 2071 (RSA)  Namibia  −27.9231  17.7338 
Monechma monechmoides (S. Moore) Hutch.  Aiyambo et al. 323 (K)  Namibia  −19.4713  17.7469 
Monechma monechmoides (S. Moore) Hutch.  Tripp and Dexter 785 (RSA)  Namibia  −19.4713  17.7469 
Monechma monechmoides (S. Moore) Hutch.  Bingham 11019 (K)  Zambia  −15.1667  27.1667 
Monechma ndellense (Lindau) J. Miège & 
Heine 
Harris & Fay 2150 (K)  C.A.R.  9.1667  23.2167 
Monechma rigidum S. Moore  Goyder 8210 (K)  Angola  −12.5683  16.4931 
Monechma salsola C.B. Clarke  Klaassen et al. 2537 (K)  Namibia  −19.2528  14.0044 




Monechma scabridum S. Moore  Congdon 584 (K)  Zambia  −11.1664  24.1850 
Monechma serotinum P.G. Mey.  Tripp et al. 4066 (COLO)  Namibia  −17.5117  12.9696 
Monechma spartioides (T. Anderson) C.B. 
Clarke 
Tripp et al. 2064 (RSA)  Namibia  −28.0878  19.5131 
Monechma sp.  Tripp and Dexter 834 (RSA)  Namibia  −17.6070  12.9523 
Monechma subsessile C.B. Clarke  Bidgood et al. 6793 (K)  Tanzania  −6.6167  31.9333 
Monechma tonsum P.G. Mey.  Nyatoro et al. 29 (K)  Namibia  −18.1367  13.8953 
Monechma tonsum P.G. Mey.  Tripp and Dexter 813 (RSA)  Namibia  −18.9546  16.6243 
Monechma varians C.B. Clarke  Synge WC437 (K)  Malawi  −10.3500  33.8833 





























constructed  quartet‐based  coalescent  phylogenetic  inferences  using  the  program  Tetrad  [41]  in 
iPYRAD [37,38] and assessed node support with 1000 bootstraps. The SVDquartets algorithm [42], 
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implemented  in Tetrad  [41], uses multi‐locus unlinked SNP data  to  infer  the  topology among all 
possible  subsets of  four  samples under a  coalescent model. The  resulting  set of quartet  trees are 
combined  and  constructed  into  a  species  tree.  Because  the  underlying  model  assumes  that  the 
examined SNPs are unlinked, Tetrad subsamples a single SNP from every locus separately for every 
quartet set in the analysis from the  .snps.hdf5 file produced from the iPYRAD output and repeats 
this  subsampling method  independently  in  each bootstrap  replicate. This method maximizes  the 









analyses were  combined  into  a  single  file  and  loaded  into  IQ‐TREE  and  likelihood  scores were 
compared using the AU test with RELL‐optimization and 10,000 bootstrap replicates. 
2.6. Divergence Time Estimation 















We  reconstructed  an  ancestral  biome  state  of  lineages  to  elucidate  the  history  of  biome 




biome),  and  (4) montane grasslands  and  shrublands  (hereafter montane biomes). Ancestral  state 
reconstructions were implemented with the rayDISC function in the corHMM 1.13 package [53]. This 
function assumes a constant rate of evolution across all branches and permits polymorphic character 
states  that account  for  the probability of  either  state when  calculating  the  likelihood at ancestral 
nodes. We compared two distinct Markov models of discrete character evolution: the equal rates (ER) 
or Mk model, which assumes a single rate of transition among all possible states, and the all rates 
different  (ARD)  or  the AsymmMk model  [54,55], which  allows  different  rates  for  each  possible 
transition. We also examined a symmetrical model (SYM), which specifies equal rate transitions in 
either direction between pairs of states but permits different rates between different pairs. Model fit 




Given  asymmetrical  patterns  of  standing  diversity  in Monechma  s.l.,  specifically  far  greater 
species richness and abundance in southwestern portions of the range of this lineage, we sought to 
delimit  climatic niche preferences  among  species  throughout  the  range. We  first downloaded  19 
WorldClim  Bioclimatic  variables  available  in  the  WorldClim  database  [57]  at  30  arc‐seconds 
resolution [58]. We then extracted bioclimatic data for taxa in our ultrametric tree using latitude and 
longitude of collections in the R package raster [59]. We visualized changes in two climatic variables: 
BIO7 =  temperature annual  range  (BIO5  − BIO6: minimum  temperature of  the warmest month  − 








plant habit,  inflorescence  form, details of  the androecium  including arrangement of anther  thecae 
and  details  of  the  staminal  appendages,  pollen morphology,  and  seed  number,  size,  shape  and 
indumentum. Most observations were made on herbarium specimens held at K, RSA and COLO 













missing data  (i.e.,  larger  alignment  files with  lower min  tax  values)  yielded  similar  or  identical 
topologies to the datasets containing fewer missing data (i.e., smaller alignment files with higher min 
tax  values;  Figures  S2  and  S3). However,  topologies  of  the  latter,  in  particular  the dataset with 
minimum samples per locus = 30, had lower bootstrap supports for relationships along the backbone 






















accessions were  sampled  (i.e., M.  debile, M.  bracteatum, M. monechmoides) were  each  resolved  as 
reciprocally monophyletic (Figure 4). 
Monechma Group II (ML: 98% BS; Figure 4) was resolved as a sister to all sampled members of 





Monechma,  primarily  those  of  the  succulent  biome  radiation,  in  addition  to  Justicia  fanshawei,  J. 
cubangensis, and J. tricostata, all of which were described in Justicia sect. Monechma. Most species of 
Monechma Group  II  for which  two  or more  accessions were  sampled  (i.e., M.  distichotrichum, M. 
















from  ddRADseq  loci. Monechma  s.l.  is  not  monophyletic  and  is  resolved  in  two  major  clades: 

















Hypothesis  logL  D (logL)  Reject?  p‐Value 
H0. Monechma s.l. is not monophyletic  −1201,860.278       
H1. Monechma s.l. (excluding M. varians) is monophyletic  −1209,690.731  7830.5  Yes  <0.0001 
H0. Justicia sect. Harnieria is not monophyletic  −1201,860.278       
H1. Justicia sect. Harnieria is monophyletic, i.e., Monechma Group I is 
not embedded within this section  −1201,862.068  1.7897  No  0.393 
H0. M. ciliatum is a member of Monechma Group II  −1201,860.278       
H1. M. ciliatum is not a member of Monechma Group II  −1208,510.036  6649.8  Yes  <0.0001 
H0. M. cleomoides + M. tonsum is not monophyletic  −1201,860.278       
H1. M. cleomoides including M. tonsum is monophyletic  −1203,255.026  1394.7  Yes  <0.0001 
H0. M. cleomoides is not monophyletic  −1201,860.278       
H1. M. cleomoides is monophyletic  −1204,005.563  2145.3  Yes  <0.0001 
H0. M. tonsum is not monophyletic  −1201,860.278       




5;  Table  S2). The  ancestor  of Monechma Group  II  similarly most  likely  occupied  savannas, with 

































































(stem age), but  seems  to have begun  substantial diversification within  the  last one million years 
(crown age for clade comprising 14 of the 15 species phylogenetically sampled in the clade) (Figure 
5).  The  recency  of  this  radiation  is  reminiscent  of  radiation  of  a  distantly  related  genus  of 
Acanthaceae, Petalidium, which similarly has undergone very recent radiation in the succulent biome 
in southwest Africa, with 39 species originating in the last 0.5 myrs [6]. Indeed, it has been argued 









widely  separated  clades within  the  Justicioid  lineage.  In  line with  earlier  studies  [13], Monechma 
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these  two  clades,  instead being more  closely  linked  to  ecology, which varies particularly within 
Group  II  (see  Section  4.1)  (Figures  5  and  6).  Similarly, we  do  not  find  traits  in  the  corolla  and 
androecium to be informative. In fact, these traits are remarkably uniform across Monechma Group I 
and II and also across allied  taxa  in  the wider  Justicioid  lineage,  for example  in  the Harnieria and 
Tyloglossa clades. All have  the combination of a short and  relatively broad corolla  tube with  tube 
length usually  the lips (rarely tube > lips e.g., in M. grandiflorum) and with prominent transverse 




Pollen morphology  is often  informative  in  the classification of Acanthaceae  [13,14,74], hence 
pollen morphology has previously been reviewed across the Justicioid lineage [13]. That study found 
that members of the Harnieria clade, including Monechma Group I, have bicolporate pollen with each 
aperture flanked by  lines of  insulae; see  [13]  (figure 11C, D, G and H). The same pollen type was 
found  in  the  only  sampled  member  of Monechma  Group  II, M.  divaricatum.  We  examined  one 
additional species  from Monechma Group  I and  two additional species  from Group  II and  further 
confirm these results (Figure 7). Therefore, pollen type does not distinguish between the two Groups. 
However, it is noteworthy that this pollen type in Group II is different from other sampled members 
































leucoderme  (source  specimen: Tripp  et  al.  2083, RSA);  (B) M.  incanum  (Puff  et  al.  780416, RSA).  (C) 
Monechma Group I: M. bracteatum (Kiel et al. 142, RSA). 
Capsules of both  clades of Monechma  typically have only  two  seeds developed due  to  early 
abortion of the upper two ovules [19], although all four ovules mature in J. tetrasperma of Monechma 
Group I. Seeds are uniform in Monechma Group I, being small, 2–3 mm in diameter [17,18], lenticular 









section, with  one  surface  convex  and  the  other  often  flat  or  even  slightly  concave,  and  have  a 
conspicuous ridge on one side, quite unlike those of Group I. 
Chromosome number has also been  found  to vary considerably across Acanthaceae  [75–78]. 
However, as far as is known, very few chromosome counts are available for Monechma s.l. Within 
Monechma Group I, two independent counts of 2n = 28 have been reported for Justicia debilis Lam. (= 




the  Diclipterinae  clade  [13].  Further  studies  are  required  to  confirm  the  consistency  of  the 
chromosome counts within, and differences between, the two Monechma clades. 










clades of Monechma are  subtle and diagnosis  is  somewhat hindered by  significant morphological 
variation within each clade, particularly among Group II. However, differences in inflorescence form 
and  seed  characteristics,  potentially  together  with  differences  in  chromosome  number,  are 
informative in separating these two clades. The constituent species for these two clades are listed in 



























































































heterocarpic  with  highly  modified  single‐seeded  indehiscent  fruits  in  addition  to  the  typical 
dehiscent capsules [13,76]. 
Variation  in  sculpturing  of  the  seed  testa  has  been  observed  within  other  lineages  of 
Acanthaceae. For example, apparently closely allied members of the genus Isoglossa Oerst.  in East 
Africa can have either a rugose testa (e.g., I. floribunda C.B. Clarke, I. grandiflora C.B. Clarke) or smooth 
testa  (e.g.,  I.  mbalensis  Brummitt,  I.  ufipensis  Brummitt)  [80].  Furthermore,  within  the  Justicioid 
lineage, seeds with a smooth testa are not unique to the two clades of Monechma: smooth seeds are 
observed  in several other  taxa  in  Justicia s.l. apparently unrelated  to  the  two clades of Monechma. 
These include the group of species J. grisea C.B. Clarke, J. rendlei C.B. Clarke and J. salvioides Milne‐
Redh. from East Africa, and J. crebrinodis Benoist and allies from Madagascar. The J. crebrinodis group 





including  more  thorough  molecular  sampling  of  sect.  Harnieria,  are  required  to  fully  decipher 
relationships within that group and in relation to Monechma Group I. 
4.2.3. Morphological Variation within Monechma Group II 
As  noted  in  Section  4.2.1, Monechma Group  II  as  recircumscribed  here  includes  a  range  of 
morphological variation. Based on the results of the RADseq phylogeny, two major clades are noted 
(see Results), the latter of which contains several minor clades that can be delimited on morphological 




Africa,  largely associated with  the Sudanian and Zambesian phytogeographic  regions  [29]. These 





in  this  clade,  such  as M. depauperatum, M  scabridum  and M.  subsessile,  are  suffruticose herbs  (see 
Section 4.1). Their seeds are at first finely white‐puberulous but later glabrescent. They are rounded 
or oblate  in  face view and are compressed but with rounded margins and have one  face concave 
when young,  the other  face convex and with a ± conspicuous central ridge  (Figure 8D). Our data 
reject the exclusion of M. ciliatum from Monechma Group II (p < 0.001; Table 2). 
(ii) The “virgultorum” and  (iii)  the “tricostatum”  clades, which comprise  suffruticose herbs of 
southern tropical Africa, mainly associated with the Zambesian phytogeographic region [29]. As in 
the  “ciliatum/scabridum”  clade,  they  have  predominantly  terminal  spiciform  inflorescences  with 
highly modified bracts, the exception being Justicia fanshawei, which has short axillary and terminal 
spikes. The seeds in these clades are less compressed than in the “ciliatum/scabridum” clade and are 






Diversity 2020, 12, 237  21  of  26 
 
(iv) The  “serotinum”  clade.Monechma  serotinum,  a  rare  species  endemic  to  the Kaokoveld  of 



















venation  is  obscure. Monechma  divaricatum  is  notable  for  having  only  four  calyx  lobes  with  no 
evidence of a vestigial fifth lobe; all other species in this clade (and elsewhere in Monechma Group II) 
have five‐lobed calyces. The seeds in this clade are always glabrous, usually small and compressed, 
with either a  rounded or sharp  rim and ± asymmetric  in cross section, with one  face being more 
convex than the other and often having a prominent central ridge (Figure 8H–J). 
The  “cleomoides”  clade  is  notable  for  containing  several  taxonomically  challenging  taxa, 
particularly regarding three highly variable aggregate species: M. cleomoides, M. divaricatum and M. 




indumentum whilst  that of M.  cleomoides usually  includes ± dense mixed  short and  long  shining 
trichomes (Figure 1U–W). Our results suggest that this difference in indumentum may be of limited 
taxonomic significance. A fourth accession of M. cleomoides (Klaassen et al. 2530) is resolved as sister 






































so,  by differences  in  the  inflorescence  structure  and  seed morphology. These  two  clades  should 













ddRAD‐seq  loci  from  the  iPYRAD de novo assembly with  the minimum  sample  to  retain a  locus  set  to 10. 
Asterisks [*] indicate 100% ML bootstrap and dashes [‐] indicate <70% ML bootstrap, Figure S4: The most likely 
phylogenetic  hypothesis  generated  from  ddRAD‐seq  loci  from  the  iPYRAD  de  novo  assembly  with  the 
minimum sample to retain a locus set to 30. Asterisks [*] indicate 100% ML bootstrap and dashes [‐] indicate 
<70% ML bootstrap, Figure S5: Phylogenetic relationships among the samples included in our study based on 












Diversity 2020, 12, 237  23  of  26 
 




from  the  Southern  African  Science  Service  Centre  for  Climate  Change  and  Adaptive  Land  Management 





































11. McDade,  L.A.;  Daniel,  T.F.;  Kiel,  C.A.  Towards  a  comprehensive  understanding  of  phylogenetic 
relationships  among  lineages  of  Acanthaceae  s.l.  (Lamiales).  Am.  J.  Bot.  2008,  95,  1136–1152, 
doi:10.3732/ajb.0800096. 
12. McDade,  L.A.;  Daniel,  T.F.;  Kiel,  C.A.  The  Tetramerium  Lineage  (Acanthaceae,  Justicieae)  revisited: 
Phylogenetic  relationships  reveal  polyphyly  of  many  New  World  genera  accompanied  by  rampant 
evolution of floral morphology. Syst. Bot. 2018, 43, 97–116, doi:10.1600/036364418X697003. 
13. Kiel, C.A.; Daniel, T.F.; Darbyshire,  I.; McDade, L.A. Unraveling  relationships  in  the morphologically 
diverse and taxonomically challenging “justicioid” lineage (Acanthaceae: Justicieae). Taxon 2017, 66, 645–
674, doi:10.12705/663.8. 























23. Dressler,  S.;  Schmidt,  M.;  Zizka,  G.  African  Plants—A  Photo  Guide;  Forschungsinstitut  Senckenberg: 






















Tucson,  AZ,  USA,  27−31  July  2019.  Available  online: 




35. Parchman,  T.L.; Gompert,  Z.; Mudge,  J.;  Schilkey,  F.D.;  Benkman, C.W.;  Buerkle, C.A. Genome‐wide 
association genetics of an adaptive trait in lodgepole pine. Mol. Ecol. 2012, 21, 2991−3005, doi:10.1111/j.1365‐
294X.2012.05513.x. 
Diversity 2020, 12, 237  25  of  26 
 
36. Andrews,  S.  FastQC:  A  Quality  Control  Tool  for  High  Throughput  Sequence  Data;  Babraham  Institute: 




38. Eaton, D.A.R.; Overcast,  I.  ipyrad:  Interactive assembly and analysis of RADseq datasets. Bioinformatics 
2020, doi:10.1093/bioinformatics/btz966. 
39. Nguyen,  L.‐T.;  Schmidt, H.A.;  von Haeseler, A.; Minh,  B.Q.  IQ‐TREE: A  fast  and  effective  stochastic 





41. Eaton,  D.A.R.;  Spriggs,  E.L.;  Park,  B.;  Donoghue,  M.J.  Misconceptions  on  missing  data  in  RAD‐seq 










46. Paradis,  E.;  Claude,  J.;  Strimmer,  K.  APE:  Analyses  of  Phylogenetics  and  Evolution  in  R  language. 
Bioinformatics 2004, 20, 289–290, doi:10.1093/bioinformatics/btg412. 
47. R  Core  Team.  R:  A  Language  and  Environment  for  Statistical  Computing;  R  Foundation  for  Statistical 
Computing: Vienna, Austria, 2019. Available online: http://www.R‐project.org/ (accessed on 15 April 2020). 









52. Burgess,  N.; Hales,  J.A.; Underwood,  E.;  Dinerstein,  E.; Olson,  D.;  Itoua,  I.;  Schipper,  J.;  Ricketts,  T.; 





54. Pagel,  M.  Inferring  evolutionary  processes  from  phylogenies.  Zool.  Scr.  1997,  26,  331–348, 
doi:10.1111/j.1463‐6409.1997.tb00423.x. 
55. Lewis,  P.O.  A  likelihood  approach  to  estimating  phylogeny  from  discrete  morphological  character 
data. Syst. Biol. 2001, 50, 913–915, doi:10.1080/106351501753462876. 
56. Posada, D.; Buckley, T.R. Model selection and model averaging in phylogenetics: Advantages of Akaike 






Diversity 2020, 12, 237  26  of  26 
 







63. Thiers, B.  Index Herbariorum: A Global Directory of Public Herbaria  and Associated Staff. New York 









67. Beerling, D.J.; Osborne, C.P.  The  origin  of  the  savanna  biome. Glob.  Chang.  Biol.  2006,  12,  2023–2031, 
doi:10.1111/j.1365‐2486.2006.01239.x. 
68. Edwards, E.J.; Osborne, C.P.; Strömberg, C.A.; Smith, S.A.; C4 Grasses Consortium. The origins of C4 





70. Eiserhardt,  W.L.;  Couvreur,  T.L.;  Baker,  W.J.  Plant  phylogeny  as  a  window  on  the  evolution  of 
hyperdiversity in the tropical rainforest biome. New Phytol. 2017, 214, 1408–1422, doi:10.1111/nph.14516. 
71. Ackerly, D.D. Adaptation, niche conservatism, and convergence: Comparative studies of leaf evolution in 
the California chaparral. Am. Nat. 2004, 163, 654–671, doi:10.1086/383062. 
72. Stebbins, G.L. Aridity as a stimulus to plant evolution. Am. Nat. 1952, 86, 33–44. 
73. Goudie, A. Namib Sand Sea: Large dunes in an ancient desert. In Geomorphological Landscapes of the World; 
Migon, P., Ed.; Springer: Dordrecht, Germany, 2009; pp. 163–169. 
74. Scotland, R.W.; Vollesen, K. Classification of Acanthaceae. Kew Bull. 2000, 55, 513–589, doi:10.2307/4118776. 
75. Miège, J.; Josserand, N. Nombres chromosomiques d’èspeces africaines et malgaches. Candollea 1972, 27, 
283–292. 
76. Hedrén, M. Justicia sect. Harnieria (Acanthaceae) in tropical Africa. Acta Univ. Upsal., Symb. Bot. Upsal. 1989, 
29, 1–141. 
77. Daniel, T.F.; Chuang, T.I. Chromosome numbers of New World Acanthaceae. Syst. Bot. 1993, 18, 283−289, 
doi:10.2307/2419404. 
78. Daniel, T.F. Chromosome numbers of miscellaneous Malagasy Acanthaceae. Brittonia 2006, 58, 291−300 
doi:10.1663/0007‐196X(2006)58291:CNOMMA2.0.CO;2. 
79. Grant, W.F. A cytogenetic study in the Acanthaceae. Brittonia 1955, 8, 121–149. 
80. Darbyshire, I.; Vollesen, K. Ensermu Kelbessa Acanthaceae (Part 2). In Flora of Tropical East Africa; Beentje, 
H.J., Ed.; Royal Botanic Gardens, Kew: Richmond, UK, 2010. 
81. McDade, L.A.; Daniel, T.F.; Darbyshire, I.; Kiel, C.A. Justicieae II: Resolved placement of many genera and 
recognition of a new lineage sister to Isoglossinae. Unpublished work. 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
